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RESUM
Les tecniques de congelaci6 de gametes i d'embrions tenen interes en el marc de 1'establirnent
de bancs d'embrions geneticament caracteritzats i aptes per a esser transferits.
En aquest trehall revisem, en primer Iloc, la teoria de la congelacio entesa com els princips
generals de la criopreservaci6 i els models matematics que descriuen els efectes negatius de la
congelac i6 sobre el material biologic; i en segon lloc, les estrategies de congelacio de gametes i
d'embrions mes habituals actualment i els crioprotectors mes ampliament emprats per a la
criopreservaci6.
ABSTRACT
The development of preimplantation diagnosis of embryos before transfer arose the interest
for new methods of cryopreservation.
First, we review the theoretical aspects of the cryopreservation principles and the mathematical
models which describe the detrimental effect of freezing and thawing procedures.
Second, we comment the foremost freezing techniques used nowadays in embryo
cryopreservation and the most successful crioprotectants add to the freezing-thawing media.
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INTRODUCCIO
Tret de notables i ben comptades excepcions,
un i vegetals
queden alterades morfologicament o be son
incapacesdereempendrelesdivisions encultiu,
quan se les sotmet a processor de congelaci6 a
molt baixes temperatures i a la posterior
descongelacio.
No obstant aixo, hi ha algunes especies que
ban desenvolupat sistemes per a sobreviure en
condicions de fred extrern. Aquest fet per se
demostra que temperatures per sota dels zero
graus no son incompatibles amb el manteniment
de la vida.
D'enca dels anys trenta la recerca centrada
a reduir les perdues de material biologic viu
durant la congelacio/descongelacio ha anat
prenent forga a mesura que s'anaven perfilant
noves aplicacions de la criopreservacio.
Avui hi ha un ampli ventall de disciplines
que incorporen protocols de congelaci6 en els
seusdissenysexperimentals. En el campconcret
de la investigacio sobre reproducci6, el
manteniment de bancs de cel•lules criopre-
servades permet emmagatzemar oocits,
espermatozoides, i embrions tant geneticament
caracteritzats coin no, de manera que es millora
el rediment de la seleccid artificial exercida
sobre les soques animals amb interes be
economic obe clent ific d'unabanda, i de I'altra
s'assisteix les tecniques de fecundaci6 in vitro
(FIV) en alguns dels casos d' infertilitat huma-
na.
HISTORIA
Des de molt antic ha despertat curiositat la
relaci6 de la vida amb el fred.
A les darreries del segle xviii Spallanzani
(20) investiga 1'efecte d'«el fred i de la neu
hivernal>> en els espermatozoides i en la
morfologia dels ous del cue de la seda. Ell
escolli aquest material atenent que els
espermatozoides presenten una motilitat ben
definida i coneguda, i en el cas dell ous atenent
al fet que Ilur grandaria li pernietia fer
observacions directes. Despres de refredar-los
it temperatures properes als -7 °C i de tornar-los
a escalfar observa que els espernatozoides
encara romanien mobils, i en consequencia va
concloure que havien suportat els proces de
refredament.
De totes maneres, la criopreservacio en
sentit estricte (entesa coin 1'emmagatzematge
a molt baixes temperatures de cel•luIes i teixits
en estat viable), no pren forma fins a mitjans
d'aquesta centuria. Hom assenyala corn a
primers estudis en criopreservaci6 cis treballs
desenvolupats per Luyet i col•l. els anys trenta
(9 i 10), i els dels equips de Chang (1) i de
Polgue (15) els anys quaranta. Es precisament
Polgue qui per primera vegada descriu les
propietats dell crioprotectors afegits als medis
de congelacio.
La recerca sobre les possibilitats de la
criopreservacidaplicadaalarutinahospitaliu-ia
varebreunfort impulsdurant elsanyscinquanta
arran de 1'interes de 1'Alnerican Red Cross en
lacongelaciod'algunsteixitshumans, i sobretot
de les cel•lules i els components sanguinis.
D'aquests estudis, se n'obtingueren dades no
directament relacionades amb els processor de
millora dels protocols de congelaci6, pero side
relacionadesambelsdanyscel•lularsqued'ells
se'n derivaven (8 i 13).
L' any 1963 Mazur(I I ) publica, prccisamcnt
basant-seen estudis de congelaci6 de ccl•lules
sanguinies, les primeres equacions de cinetica
de la deshidratacio cellular intrinseca de la
congelacio.
A Banda de tots aquests treballs inicials, la
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majoria d'autors accepten corn a pioners en
d'embrions:
(1) Els estudis sobre congelaci6 d'embrions
de ratoli publicats 1'any 1972 per dos equips
diferents, el de Wilmut (23) per un costat i el de
Whittingham (22) per 1'altre.
b) La recerca d'Edwars i Steptoe en 1977
(3) sobre la congelaci6 d'ernbrions humans, i
c) Les dades, ja mes recentment, de Rall i
Fanhy (1985) pel que fa a la vitrificacio (18).
PRINCIPIS DE LA
CRIOPRESERVACIO
Efectes directes de la disminucio de la
temperatura sobre I'aigua
En refredar cel•lules i teixits cel-lulars molt
per sota del punt de congelaci6 dels medis que
els mantenen es produeixen tota una serie de
canvis, tart biologics coin fisico-quimics, que
dificilment es poden individualitzar, car els
uns son la causa o 1'efecte dell altres.
Una prirnera aproximaci6 purarnent
intu-ftiva a aquestes modificacions planteja que
cl refredament de les mostres biologiques hade
tenir efectes sobre l'estructura de I'aigua.
L'aigua no solament constitueix entre un
70 i un 90 % del pes dc Ies fonnes vives, ans
integra la fase on es desenvolupa la vida.
Presenta elevats punts de fusi6 i d'ebullici6, i
unes calors de fusi6 i do vaporitzaci6 alter
que les de la majoria dell liquids. Aquestes
dades indiquen una cohesi6 interna de l'aigua
liquida relativament alta.
Es pot considerar que adhuc a temperatura
ambient ]'aigua es una barreja entre molecules
estructurades en forma tetraedrica (grups de
cinc molecules: una en cada un dels vertexs del
tetraedre i una al centre) 1 molecules lliures. A
mesura que ]a temperatura disminueix
s' incrementa la proporci6 de molecules d' aigua
ordenades.
Amb aquest comportament, I'aigua respon
al refredament d'una manera hen singular:
augmenta el volurn i redueix la seva densitat.
Aquest augment de volum, aquest inesperat
comportament que, d'altrabanda, es clau per al
manteniment de la vida en les regions fredes
del planeta Terra, tambe es una de les causes
mes importants de mort cellular durant la
congelaci6/descongelaci6, ja que la formac16
de gel dins de les cel•lules mena a la seva
destrucc16, be sigui per l' estres osmotic derivat
de ]a formaci6 del gel, per l' estres mecanic fruit
de I' avancament del front de gel, be sigui per la
combinaci6 d'ambd6s factors.
En consequencia, corn que la congelaci6 de
material biologic es realitza, en la majoria dels
casos, en solucions aquoses de diversos soluts,
I'exitdelacriopreservaci6dependel'adequada
deshidrataci6 cellular, a fi de prevenir aixi ]a
formaci6 de gel intracellular.
Refredar una soluci6 aquosa que contingui
cel-lules implica que el pas a l'estat solidificat
noes produiraabans dels-10°C, en partacausa
de 1'efecte dels soluts que conte el medi, i en
part per 1'efecte de sobrerefredament (del qual
parlarem mes endavant). De totes maneres,
entre les temperatures de -5 °C i lade -10 °C ja
es detecta la fonnaci6 de gel en el medi i es
produeix la coexistencia de les fases liquida i
solida de l'aigua.
El proces de solidificaci6 to clarament dues
etapes ben diferenciades: la fase de nucleaci6
o de generac16 de punts de cristal-litzaci6, i la
fase de creixement o d'extens16 dels fronts do
solidificaci6.
Els centres de nucleaci6 apareixen segons
una distribuci6 al•leatoria si s'acompleix la
condici6 que el volum aqu6s sigui comple-
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tament homogeni. A la practica, aquesta
condicio no es pot complir, ja que qualsevol
medi de congelacio incorpora particules en
suspensio; aixo a banda de les propies cel •lules,
de les imperfeccions en les parets del contenidor,
i que la superficie de la fase aquosa es, ella
mateixa, una imperfeccio insalvable.
La nucleacio s'inicia principalment en el
medi extracel•lular i s'esten a traves d'aquest
medi. La coexistencia d'aigua lfquida
intracellular amb el medi extracel•lular gelat
nomes s'enten per la presencia de Ies barreres
constituides per les membranes plasrnatiques
de les cel•lules en suspensio.
Apartird'aquestasituacio, lescel•luleshan
de perdre aigua, s'han de deshidratar per
mantenir 1'equilibri osmotic amb un medi ex-
terior cada vegada miss hipertonic a causa de la
creixent formacio de gel.
Si la taxa de refredament escollida per a la
congelacio es massa rapida aquest equilibri no
es pot assolir, de manera que queda massa
aigua a ('interior de Ies cel•lules, fet que com-
porta la formacio de gel intracellular, fenomen
Intimament vinculat amb la mort cellular. Si
la taxi de refredament es massa lenta, s' al larga
ladeshidratacio finsal col•lapsecel•lular, tambe
letal.
Amb taxes de refredament adequades per a
cada tipus de cel•lules es mante un equilibri
entre lavelocitatdedeshidratacio i ladisminucio
de la temperatura.
Hi ha tres parametres que marcadament
influencien aquest flux d'aigua intraHextra-
cel.lular:
1. (Lp) la permeabilitat de la membrana
plasmatica a I'aigua.
2. (A/V) la rao entre la superficie cellular i
el volum cellular.
3. (E) l'energia d'activacio.
Hi ha una estreta relacio entre les velocitats
de refredament i aquests tres parametres. En
consequencia, la taxa maxima de refredament
varia ampliament en funcio de la composicio
de la membrana de cada tipus cel•lular i de la
relacio superficie/volum cel•lular.
Tipus cel•lulars amb membranes forga
permeables presenten fluxs de sortida d'aigua
mes rapids i, conseguentment, suporten
refredaments mes rapids; mentre que cel•lules
de gran volum (corn es el cas dell obcits i
embrions) requereixen taxes lentes de
refredament perque l lur superficie d' intercanvi
respecte del volum es mcnor que en el cas de
tipus cel•lulars de morfologia mes aplanada (p.
e., els eritrocits).
D'altra banda, la disminucio de la tempera-
tura to efectes immediats sobre I'activitat
enzimatica, sobre les propictats de les
membranes i sobrecomponents termosensibles
del citosquelet.
Efectes directes de la disminucio de la
temperature sobre I'activitat
enzimatica
Hi ha una forta disminucio de ('activitat
enzimatica (el descens es de I'ordre de vuit
vegades en abaixar la ternperatura de 37 "C a
7"C). Aixo, obviament, afecta tant ('activitat
enzimatica corn, en la membrana, el transport
actiu o la difusi6 facilitada. Ara be, en aquest
efecte rau tambe l' i nteres de la criopreservacio:
a temperatures inferiors a -60 "C practicament
no hi ha cap mena d'activitat molecular, i a les
temperatures d'emmagatzematge en nitrogen
liquid (-196°C) tota forma d'activitat
bioqufmica s' ha aturat, de manera quc no hi pot
haver modificacio del DNA, igual que no hi ha
activitat sintctica, ni activitat degradativa, ni
activitat reparadora... Horn assenyala que la
criopreservacio es capac de mantenir cl mate-
rial biologic congelat invariable indefinidament,
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encara que nomes fa uns quaranta anys que es
mantenen mostres criopreservades.
Les uniques alteracions que a temperatures
al voltant de - 196 "C podrien afectarel material
congelat haurien, doncs, de provenir de
I'exterior. Per exemple, hom contempla la
ionitzacio per reaccions fotoffsiques fruit de
his radiacions ambientals rebudes durant el
temps d' emmagatzematge; ionitzacions que,
en abs%ncia dels mecanismes de reparacio,
s'anirien acumulant. Pero embrions de ratoli
sotmesos a radiacio en una dos] equiparable a
mil anys d'exposicio natural no presenten
reduccio en Ilur nivell de supervivencia
postdescongelacio, i tampoc no presenten un
augment ('anomalies cromosomiques (5).
Efectes directes de la disminucio de la
temperature sobre l'estructura de la
membrana
La naturalesa dels acids grassos i llur grau
d' insaturacio defineixen, per a les membranes,
punts de fusio relativament baixos. Aixf, la
transicio de lipids fluids a s6lids es presenta a
temperatures entre 10 i 16 "C i provoca alte-
racions que afecten totes les funcions de les
membranes, adhuc el pas d'aigua. A mes a
m& el pas de la disposicio en mosaic fluid a
una disposicio sblida confereix a la membrane
tin alt gran de fragilitat, de manera que es perd
una de les propietats mes caracterfstiques de la
membrana, corn es la seva versatilitat a I'hora
derespondrealscanvisdevolumcel•lular. Les
alteracions de la fase lipidica en la membrana
plasmatica intervenen en el fenomen de xoc
ttrmic (14) i, en el cas dels embrions de pore,
semblen les responsables de la perdua de
viabilitat tipicament observada per a aquesta
especie durant la congelacio.
Efectes directes de la disminuciio de la
temperatura sobre el citoesquelet
Una part important dell components del
citosquelet la integren els microtubuls,
agregacions basicament de tubulines, que se
sap que son termosensibles. Els microtubuls
semblen tenir, entre altres funcions, la
responsabilitat de 1'establiment i el manteni-
mentde lapolaritatcel-lulari laconfiguraciode
nornbroses associacions intracel-lulars, tant
entre organuls com amb microfilaments i
filaments d'actina. Amesameselsmicrotubuls
estructuren el fus acromatic de la placa
metatasica.
Sotmesos a processos de refredament per
sota de 4 "C els microtubuls es desestructuren.
Aixb significa que durant la congelaci6 el
citosquelet es veu seriosament afectat en la
seva organitzacio basica, i que un cop
descongelades, les cel-lules han de reconstruir
aquesta part de llur arquitectura.
Aquesta sensibilitat dels microtubuls al
refredament podria tenir una gran importancia
en tractar de congelar cel•lules que es troben en
metafase, pel seu possible efecte sobre el
repartiment cromosomic posterior a la divisio
(com es el cas dels oocits demamifer, aturats en
la metafase II). Curiosament, pero, no s'ha
observat un augment significatiu de les
anomalies cromosomiques en els embrions
obtinguts d'oocits congelats (5).
Ultra aquests efectes directes de la
disminucio de la temperature sobre I'aigua i
1'activitat enzimatica, el refredament compor-
ta modificaeions en les relacions de 1'aigua
amb els components cel•lulars, i tambe canvis
drastics en la concentracio de soluts i en la
concentrac16 de gasos dissolts.
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Efectes indirectes de la disminucio de
la temperatura sobre la relacio de les
molecules biologiques amb ('aigua
Totes les molecules que conformen les
cel•lules adopten llurestructuraactivaen funci6
de les relations que estableixen amb ]'aigua
liquida. Aixi per exemple, les protemes
defineixen llurestructuraterciariaiquaternaria
en relaci6 intima amb ]'aigua, igual coin els
lipids de membrana orienten llurs polaritats i
positions hidrofobiques en funci6 de ]'aigua
ve*fna. En congelar, just en la face de transici6
liquid-solid, cada cop hi ha menys aigua liqui-
da per a mantenir les interrelacions amb les
molecules biologiques, ja que cada vegada hi
ha mes gel. A mes a mes les interrelacions
queden afeblides de manera que a 0"C la in-
tensitat de la interacci6 aigua-prote'ines
mitjangant ponts d'hidrogen es molt debil,
mentre que a -60°C practicament noes detecta.
S'enten doncs que la congelaci6 no nomes
implica canvis a 1'estructura fisica de ('aigua,
ans influeix fortament en l'estructuraci6 de la
majoria, per no dir de la practica totalitat dels
components cel•lulars.
Efectes indirectes de la disminucio de
la temperatura sobre la solubilitat dels
gasos
La solubilitat dels gasos en aigua queda
descrita per la Ilei de Henry: la concentracio
d'un gas en una soluci6 donada esta regida no
nomes per ]a seva pressi6 de vapor, sin6 tambe
peI seu coeficient de solubilitat. Aixo to sentit
perque alguns tipus de molecules son atretes
fisicamentoquimicaperlesmoleculesd'aigua.
Obviament, si son atretes poden dissoldre's
molt mes sense causar una excessiva pressi6
dins de la soluci6, mentre que les molecules
que siguin repel-fides presentaran un baix grau
de solubilitat.
La llei de Henry expressa matcmaticament
aquesta situaci6:
concentrac16 de gas dissolt = pressi6 x
coefficient de solubilitat
Per tant, agrans frets, la solubilitat augmenta
en refredar-se la soluci6 dissolvent. En
criobiologia to gran importancia la solubilitat
(o coefficient d'ahsorci6) per al CO. ja que
aquest augmentafortamenten refredarels medis
de congelaci6, de manera que un medi refredat
pot arribar a contenir dissolt mes del doble de
CO, del que inicialment contenia a 25 "C.
Aquest incrementes molt superiorals valors
corresponents per als coefficients del 0, i el N,.
TAtlt.A I
Constant de la (lei de Henry de diversos gasos
en funcio de temperatura
K = (mol/I)/ a(m
Gas a 25 °C
Co,
a O
(.
0,03400 0.07700
0,00130 0.(X)252
0.00068 0.(X) 103
La importancia d'aquest increment en la
solubilitat sobretot del CO, s'emmarca en la
composici6 de la majoria dels medis, els quals
basen Ilur estabilitat en I'acci6 tamponadora
dels sistema HCO, H CO,. Un augment tart
fort de la concentraci6 de CO, despla4a el rang
del pH cap a valors marcadament acids.
ASPECTES TEORICS DE IA CONGELACIO DE GAMETES I D'EMBRIONS 93
Sobrerefredament
En un proces prograrnat de congelacio, el
medi es refreda forca lentament i estatica, per
la qual cosa presenta efectes de sobre-
refredament per manca de centres de nucleacio
que indueixin la formacio del gel. Per aquesta
rao, a valors al voltant de -10 °C encara no s' ha
produit la formacio de gel, malgrat alto que
seria esperable.
L'aigua intracel•lularsobrerefredadate, per
definicio, un potencial quimic mes gran que
I' aigua parcialment congelada del medi extern.
Com it consequencia d'aquesta diferencia de
potencials, I'aigua intracellular flueix cap
enfora i congela extracel•lularment.
Quart comenca la formacio de gel, l'aigua
que es glaca allibera la calor latent de
solidificacio (al voltant de 79 cal/g). En
condicions de sobrerefredament, aquesta
energia alliberada produeix un escalfament
del medi de congelacio fins a temperatures
properes a 0')C independentment de la taxa de
refredament programada (vegeu la fig. 1).
Com que el programa de congelacio mante la
pauta de refredament pre/establerta, la mostra
tot seguit es refreda, ja que la temperatura de la
cambra de congelacio ha anat descendint
seguint el programa, i en aquest punt es troba
bastant per sota de la temperatura de la mostra.
Aquest refredament descontrolat de la mostra
es duu a terme a velocitats molt mes altes de les
previstes i tolerades per les cel•lules.
T
- temp. medi
-7-
temp. cambra
t
FI(I RA 1. Efecte de l'alliberament de la calor latent de I'aigua sobre la temperatura de la mostra en congelar-se el
medi. (T, en °C)
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MODELS MATEMATICS DELS
PROCESSOS DE CONGELACIO
Equations de Mazur
El model teoric que detineix els processor
dc congelacio fou presentat per Mazur l'any
1963 (1 1), i reajustat per ell mateix ('any 1977
(12 ). Es t acta d' un model basat sobretot en dos
parametres: la permeabiIitat de l'aigua i la taxi
de refredament, i queda descrit en quatre
equacions:
dV/dt=L1,A(P;-P) (1)
o be l'equacio menys simplificada,
dV/dt = (Lp ART ln(p/p.)/v")
L'aigua es mou a traves de les membranes
cel•lularssegonselgradientdepressioosmotica.
Breument, el volum cel •lular (dV) varia segons
el temps (dt) atenent la conductivitat hidraulica
(Lp) de la membrana, l'area de supcrficie de
membrana (A), i el gradient de press16 osm6tica
(P - P.).
O b6 segons la conductivitat hidraulica (Lp)
de la membrana, 1'area de supcrficie de
membrana (A), la constant dels gasos perfectes
(R), la temperatura a cada moment (T) i la
relaci6 intracellular/extracel •lularde la pressi6
de vapor (p. i p,, respectivament); i es
inversament proportional al volum molar de
('aigua (v").
dLp(p,/p) dt = LI/RT2- IN,v°/(V+N,v(')VI
dV/dt (2)
Aquesta segonaequacio defineix els canvis
en la relaci6 depressions de vapor en disminuir
la temperatura. L, es la calor latent de fusio del
gel i N, representa osmols do soluts
intracel.1ulars.
dT/dt = B (3)
Aquesta tercera equacio marca la taxa
constant de refredament.
L = Lexp[-E/R(I/T-ITT,.)I(4)
Finalment, es relacionen els canvis dc
conductivitat hidraulica referits a Lill coeficicrit
(IC temperatura (on T,, es la temperatura
coneguda. I: es I'energia i R la constant dels
gasos pert ectes).
Trehallant amb aquestes quatre equations
es pot calcular]aperduateoricad'aiguasofcrta
per una ccl•Iula hipotetica durant el proces de
refredament a diferents velocitats.
Per tal d'evitar la formacio de gel
intracellular, abans d'arrihar a la temperatura
denucleac16del gel intracel•lulars'had'assolir
un equilibri en ('aigua que Conte cada ccl•lula,
equilibri descrit segons l'equacio:
V = v" M/1 exp (L,/R'I' - Lt/R273) - I I
on M. es l'osmolalitat inicial de la soluci6.
ESTRATEGIES DE LA
CRIOPRESERVACIO
Consideracions previes a I'hora
d'establir un protocol de congelacio
Intentar reduir els cfectes negatius dels
processos de congclacio/descongelacio passa
per dues fases: d'una handa, s'ha de valorar el
material biologic que es vol congelar, de quina
manera aquest respondra al refredament i
sospesarde quip utillatge do laboratori esdiposa.
De I'altra handa, cal determinar quip mctode
de congelacio se segueix, amb quints taxes de
refredament i quips agents criopreservadors.
Tipus de cel•lules
En funci6 de la conductivitat hidraulica
(Lp) i la rclaci6 volum/area de supcrficie
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relacionadetipcralacongelacioenlesequacions
de Mazur, cs veu clar que els processor de
congelaci^i han d'esser ben diferents atenent a
la nu^rfologia do cada opus ce]•lular i la seva
composici^i do membrana. A mes a mcs, hi ha
un ultra p^uameh-e extern afegit, com es el de
I'interes del material biologic que es desitja
congelar. Segonselvalord'alloqueescongeli,
hom pot tolerar un grau mes o menys alt de
pcrdues.
Comare^;lageneral,cclMulesdemortologia
aplanada o material biolo^^ic del qual cr disposi
en granquantitat.ipertantnosiguiespecialment
^^^^^^^
-70 "C ^
valuos, suporten velocitats de refredament molt
mes rapider que cal •lules de morfologiaesterica,
voluminosa, o be material escas, i per tant
d'interes elevat.
examples de rampes de am^;elacio
1 r: Protocol de congelaci<i peracel^lules de
morfologia aplanada i molta superficie d' inter-
canvi amb el meth extracel • lular (p.e. bacteris,
tibroblasts , eritrocits , etc.) (vegeu la fig2).
^^
t
a'toprotec,tor
4-6h
Ficnk,^ ^. Protocol de congclacid do fibroblasts.
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Es tracta d'un protocol rapid. Refredar la
suspensio ce1•lular fins a 0 "C i afegir el crio-
protector. Portar i mantenir durant 4 - 6 h a -20 "C.
Refredar a -80 °C (a aquesta temperature el ma-
terial hi pot restar emmagatzemat fins a un
any). Submergir en nitrogen liquid (N,L).
La descongelacio es rapida, i s'aconsegueix
col-locant els contenidors amb el material
congelat en banys d'aigua pre-escalfada.
2n: Protocol caracteristic per a la congelacio
d'espermatozoides (vegeu la fig. 3).
Afegir el crioprotector a temperatura
ambient i refredar a rao d' 1°C/min fns a la
20 °C
-7 °C
-1°C/rr in.
-50 °C -I
temperatura de -7 "C. Induccio de la formacio
de gel (seeding). Refredar a la mateixa taxa
fins a la temperatura intermedia de -50 "C.
Submergir en N,L.
La descongelacio es fa lentament, deixant
els contenidors a temperatura ambient.
3r: Protocol de congelacio elaborada i de
Ilarga durada en temps, util per a la
criopreservaciodeeel•lules de gran volumcom
ara oocits o embrions, cel-lules que necessiten
amplis marges de temps per a assolir els
equilibris. A mes a roes es tracta de material
escas, i per tant, valuos (vegeu la fig. 4).
-1°Cmin.
Nitrogen liquid
FIGURA 3. Protocol de congelacio d'espermatozoides.
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20C
-35°C
-150°C 7
35 C/nun
LN2
F16URA 4. Protocol de congelacio d'embrions.
Afegir a la temperatura ambient el
crioprotectoren un odiversos passos. Refredar
finsa-7°C, ara6de2"C/min. Induirelseeding.
Refredar lentament fins a una temperatura
intermedia de -3(Y'C a rao de 0.3 °C/min i
rapidament Tins a la temperatura de -150 °C.
Submergir en N,L.
Descongelacio molt rapida al bany de 30')C.
Contenidors
Evidentment el medi de congelacio ambles
ccI•lules es troba dins d'un contenidor
hermcticament tancat, de manera que no hi ha
cap mena d'intercanvi amb el N,L del bane
d•emmagatzematge. Aquest let representa un
harreraaladifusiodelacalor, ienconsequencia,
tambe una distorsio en la propagacio del
refredament.
Hi ha dos tipus de contenidors segons la
quantitat de material que admeten.
Els contenidors de volum petit son les
palletes de plastic (poliestire). Encara que
aquesta mena de plastic no 6s un excel-lent
conductor termic, com que el volum es petit,
practicament no es detecten diferencies de
temperatura entre I'ambient extern i I'intern.
Presenten I'avantatge que permeten
carregar dues o mes solucions diferents en una
mateixa palleta, senzillament separades per
bomholles d'aire, Ies quals a la vegada com-
pensen els processos de dilatacio tipics de
I'aigua en refredar-se. A I'hora d'em-
magatzemar les mostres en un bane, les palletes
de congelacio son molt mes facilment
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transportables, dificilment exploten 1 en caben
moltes mes. Ultra tot aixo, la inducci6 del
seeding es fa en una gota de medi on no hi ha
cel•lules, de manera que no es poden produir
danys cel•lulars per aquesta causa, i a mes a
mes, la inducci6 de ]a formaci6 de gel es pot
realitzar d'una manera automatitzada. Com a
desavantage cal assenyalar que es tracta de
contenidors molt sensibles als canvis de tern-
peratura exterior, de manera que es poden
descongelar si no es treballa amb precauci6.
Els contenidors de volum gran poden esser
ampolietes de vidre o be criotubs de plastic. El
vidre es miller conductor pero es mes
car 1 pot explotar amb una certa facilitat en
esser escalfat rapidament du ant la descon-
gelaci6. Per la seva Banda, els criotubs que no
queden massa plens. i per tint tanquen una
gran bombolla d'aire, poden surar en el N,L
tambe amb una certa facilitat.
Ambd6s tipus de contenidors nornes
admeten la carrega d'una sola mena de mate-
rial, i a I'hora d'induir la formaci6 de gel, si en
la regi6 propera a la inducci6 hi ha ccl•lules,
aquestes amb tota probabilitat resultaran
irreversiblementafectades. Usualmcnt,aquest
tipus de contenidors requereixen seeding
manuals.
Aparells de congelacio
Hi ha tres aparells per a procedir al
refredament de les mostres. Atenent una
gradaci6 en Ilur eficacia a l'hora de controlar
les taxes de refredament, horn cita:
1. Cambres de Dewar o banys en fred. Els
contenidors amb les mostres es troben
submergits en alcohol en on recipient que a la
seva vegada s' introdueix mes o menys en N,L.
segons les taxes de refredament que es desitgin
a cada moment. Es apropiat per a refredament
lents perque la transmis16 del refredament es
lenta.
2. Sistemes oberts de congelaci6.
Consisteixen en un recipient amb N,L i on
programador que controla la distancia des de Ia
superlicie del N,L a la qual es posa la mostra.
Corn mes de pressa es desitgi terun refredament
mes a prop do la superlicie, es a dir, mes
immersa en els vapors de N,L haura d'estar la
most a. Es apropiat tant per a congelacions
Ientes com per a congelacions rapides i adhuc
per a vitrificaci6.
3. Congeladors bioli gics programahies.
Consisteixen en una cambra tancada. amb la
temperatura interior controlada per Lill
ordinador que regula la taxa de refredament
obrint o tancant el pas de N,L. Dins, on ven-
tilador en constant luncionament
d'homogene•itzar el flux de fred. Es Runic
sistema que incorpora [inductor automatic de
seeding. Es apropiat per a congelacions lentes
i precises.
CONGELACIO
Factors que provoquen la mort
eellular
Fonamentalment. In ha Urs factors que
provoquen Ia mort cel•Iulardurant els processes
do conoclaci6 i descongclaci6:
1. Increment de la concentraci6 deis
eiectrolits tart en I' interior Cie Ies cCI• Jules com
en el medi de comt eIaci6: es a dir. xocs Os-
nuotics sofcrts per Ies cci•lules.
2. Formaci6 de cristalis intracel•lulars de
gel.
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3. Modificacions de les intcaaccions aigua-
molecules biolbgiques.
Factors que milloren les taxes de
supervivencia
D'aquests tres factors, actualment nomes
podcm incidir sohre els dos primers, perque 110
podenr influir sobre les modificacions que
du-ant la congelacio i la descongelacio expe-
rimcnten Ies intcraccions entre I'aigua i la Testa
de Ies molecules biologiqucs.
Consegiientnrent, cis dos potents factors
neggatius que si Clue es poden compensar son els
efectes citotoxics de 1'exposici6 excessiva a
altes concentracions salines i la f'ormaci6 de
cristalls intraccl-lulars.
En aquesta linia. hoin aconsegueix reduir
('increment de la pressio osin6tica, es a dir.
('increment do la concentraci6 dels electrolits,
111i Z7 -otectors al
medi de congelacio; inentre que per a evitar la
l ormacio de cristal-l itzacions intracel•lulars cal
establ it les taxes adequades de refredament. Si
Ies taxes de refredament son lentos, es fa
necessaria la inducci6 dc la formacio de gel
cony a estratcgia per a reduir els efectes del
sohrcrel'rcdament.
Utilitzaci6 de crioprotectors
L'any 1949 Polgue i col-l. (15) descobriren
Ies propietats crioprotectores del alicerol en
intentar inillorar I'eficacia de la congelaci6
d'csperniatozoides. D'aleshores enca. altres
molecules s'han afegit a la Ilista de criopro-
tectors.
Actualmentlots clsprogramesdccongelacio
pieyeuen I'addicio al medi de congelaci6 de
crioprotectors permeables, 1 sovint tambe de
sacarosa.
No es coneix l'acci6 exacta a traves de la
qual elscrioprotectorsprovoquen un increment
de la supervivencia cellular. Empiricament
s' hadetectatque, afegits al medi de congelaci6.
produeixen una disminuci6 del punt de
congelacio i una disminucio del punt eutectic.
Per eute.via s'enten el fenomen que apareix
en el canvi de fases d'alguns sistemes binaris
en els quals, per a una o mes proporcions
determinades dels components, el sistema es
comporta com un element purde solidificacio,
es a dir, corn un so] compost solid, en comptes
de separar-se'n tots dos components. En un
diagrama de fases per al proces de refredament
d'una soluci6, el punt eutectic reflecteix el
maxim de concentraci6 desolutsques'assoliex
just abans que aigua i soluts es solidifiquin
conjuntament.
Inicialment, el material biologic es troba
iinmers en un medi de congelacio que
basicament consisteix en una solucio saliva
isotonica (vegeu Ia fi(,. 5). Primerament, hi ha
el proces de refredament des de la temperature
ambient inicial (A) fins al punt de congelaci6
de la soluc16 isotonica. Si no hi ha
sobrefredainent en aquest punt, es forma gel
(B). Coin que el proces de refredament con-
tinua (rampa C), es forma mes gel i, en
consequencia, laconcentraci6desalsaugmenta
fortament. A tall d'exemple, per a una solucio
de NaCl, s'assoleix el punt eutectic a 21 °C
aproximadament, independentinent de quina
sigui la concentracio de sals i la temperatura
inicials. En aquest moment. Ia concentraci6
salinaes maxima (D) i tot el sisteinaes solidi fica
en una proporcio constant do gel i sal (barreja
cutectica).
La disininuci6 del punt eutectic induida pcI
crioprotector comporta que la concentraci6 de
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FI a R,A 5. Diagrama de fases per al proces de congelacio d'una soluci6 salina (temperatura en "C).
sals donada a una temperature determinada
sigui menor, o expressat d'una altra manera,
clue una concentraci6 donada s'assoleixi a una
menor tentperatura, de manera clue hi hagi un
menor gradient osmotic (ve(,eu la fig. 6).
La respostacel•lulara l'estres osmotic creat
perl'aparici6degel (cosaqueequival aextreure
aigualiquida 1, pertant, a ferquelaconcentraci6
salina augmenti ), consisteix a perdre aigua per
reduir les diferencies de concentraci6 de soluts
intracel•lulars i extracel•lulars. Corn mes alta
es la concentraci6 de sals del medi, mes es
retrauen les cel•lules. i per tant, mes concentrat
es torna el citoplasma cellular. Es per aquesta
ra6queelgradientosmoticcreatentrelacel•lula
i el medi de congelacio es menor corn mes
baixa es la temperature, la qual cosa implica
clue l'efecte del xoc osmotic sigui menor a
tempertures mes baixes.
A bandad'aquestprimerefecte, la prescncia
de crioprotectors podria, a la vegada, afavorir
la formaci6 d'un solid vitri en Iloc do
cristal•litzat, ja que atemperatures prou baixes.
en arribar a una concentraci6 critica de
crioprotector, la viscositat del medi de
congelacio es tan elevada que s'impcdeix la
cristal•litzacio i la formac 16 de gel 1 ntracel • Iular.
Per que disminueix el punt eutectic en
prescncia de crioprotectors? Tot fa pensar que
s'estableixen ponts d'hidrogen entre els grups
-OH o grups =0 dell crioprotectors i les
molecules d'aigua, de manera clue es trenca la
cristal•litzaci6 ordenada de I'aigua (vegeu la fig. 7).
D'entre les mopes molecules clue s'han
investigat cone a presumptes agents
crioprotectors, avui en dia n'hi ha tres
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Quantitat
de
gel
sense crioprotector amb crioprotector [sals]
0°C T
l'iariz v b. Disminucib dell punt eutectic d'una soluci6 en presencia de crioprotectors.
d'iu»pliament acceptades coma tals. Son els
anomcnats crioprotectors pelmeables, car es
tracta de molecules hidrosolubles i de baix pes
molecular, propietats que els fan compostos
que amb certa facilitat creuen la membrana
plasmatica.
-80°C
Els crioprotectors mes emprats actualment
son el glicerol, el dimetilsulfoxid (DMSO) i el
propilenglicol (PROH).
A mes a mes d'aquests tres, n'hi ha dos de
menys emprats, el metanol i l'etilenglicol.
L'us de metanol com a crioprotector ha
CH2 -OH CH3 CH3
CH-OH S=0 CH-OH
JH2 -OH CH3 CH2 -OH
gl icerol DMSO PROH
FIGI1RA 7. Estructura molecular dels tres crioprotectors mes habitualment usats.
Irl? Lt. GK(I.SS,11.1,ti'.ti'/./..S:1;ti`7 IL1)
provocat un cert recel en la comunitat cientifica
perque es tracta d'un compost altament toxic,
fins a l'extrem que, per als humans, ingestions
de I'ordre de nomes 30 ml provoquen la mort
de l'individu.
lncorporaeio dels crioprotectors
La incorporaci6 dels crioprotectors al medi
de congelac16es realitzaen funci6de la rapidesa
amb laqual son capacos de creuar la membrana
plasmatica, es a dir, en funci6 de la seva
permeabilitat. Aixi,l'elecci6decrioprotectors
de baix pes molecular i «rapids» (DMSO,
metanol) permet addicions de crioprotector en
un sol pas. Quan es tracta de crioprotectors
lents, corn que llur addici6 brusca facilment
comporta danys per estres osmotic, horn
prefereix fer llur introducci6 d'una manera
esglaonada, a traves de solucions que incorporin
concentracions cada vegada mes alter de
crioprotector.
L'addici6 de crioprotectors comporta dos
riscs que cal coneixer i controlar:
1. Tot i que es tracta de crioprotectors
permeables a membrana, la seva permeabilitat
es menor que la de 1'aigua.
Els crioprotectors mes permeables i
conseguentment, mes «rapids» a I'hora
d'equlibrar-se son, en ordre creixent, glicerol
< DMSO < metanol, segons estudis realitzats
amb marcadors radioactius a 0')C amb I' isotop
I "C I per al metanol i el glicerol, i I' isotop ['H]
per al DMSO (6).
Un cop afegits, immediatament apareix un
gradient osmotic que provoca la deshidrataci6
i la conseguent retracci6 cellular. A mesura
que curt aigua, es perd el gradient, en part a
causa de !'augment de la concentraci6
intracelHlularde soluts i en part per l'entradade
crioprotector dins delescel-lules. Finalmentel
gradient osmotic s'inverteix i les ce!•ules es
reinflen.
Un proces de variaci6 drastica del volum
cellular porta a la lisi per rebentament o per
exposici6 de les proteines intracel lulars a
concentracions massa altes de soluts.
2. La majoria dels crioprotectors, per no dir
tots, s'han dernostrat toxics en exposicions
perllongades1,sobretot, aaltesconcentracions.
El grau de toxicitat dels crioprotectors
defineix un rang forca estret entre les
concentracions massa baixes i sense efectes i
les concentracions massa altes i citotoxiques.
Per al cas concret del PROH, alguns actors ja
han demostrat que 1,5 M de PROH cs la
concentraci6 optima dins I'estret marge que
separa la concentraci6 minima amb el'ecte
crioprotector de la concentraci6 maxima (3 M
de PROH) abans que no es presentin efectes
toxics col-laterals (2).
Altres soluts afegits almedide congelacio
La sacarosa es un disacarid de glucosa i
fructosa impermeable a la memhrana
plasmatica, que actualment s'inclou en la
majoria dels protocols de congelaci6 per tal de
forcar el gradient osmotic i aconseguir aixi
velocitats mes rapides d'entrada de
crioprotector durant la congelaci6 (de manera
que es facilita el fet d'aconseguir un equilibri
abans de la fonnaci6 de gel intracellular), i
tambe velocitats mes rapides de sortida durant
la diluci6 (de manera que es tree de pressa el
crioprotector i es minimitzen els efectes toxics
que pugui ocasionar).
Dc la mateixa manera que lit niqjoria (leis
protocols de congelaci6 incorporen la sacarosa
com a agent no permeable. tambe la immensa
majoria incorporen alguna macromolecula
proteica com a component estabilitzador. En
concret. s'usa i i pliament I'albumina scrica
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en diferents conccntracions, ja que sell coneix
un efecte estabilitzador de membranes, i la
congelacio/descongelacio en gran part es
tradueix en processor d'estres per a les
nmcinbranes.
Malgrat que no s'ha detectat cap efecte
positiu en incrementar la concentracid
d' albumina en els medis de congelacio (19), la
presencia de 1'albumina o alguna altra
macromolecula es estrictament necessaria, i el
seu efecteja s'observaabaixes concentracions.
Les (lades publicades per Pope (16) sobre
1'efecte de I'albumina serica bovina (BSA)
indiquen que el nivcll optim de BSA al medi
M, es de 4 mg/ml, la qual cosa fa pensar que
sigui quin sigui I'efecte positiu de la BSA,
aquest efecte benefici6s ja s'obte a les
concentrac ions descrites inicialment per Quinn
i col... (17) en ajustar el seu medi M,.
Hi ha altres macromolecules que s'han
incorporat als medis de congelacio, com la
Poll vinilpirrolidona [Poll (1-vinil-2-
pirrolidona)I (PVP), pero els seus efectes be-
neficiosos no son ampliament acceptats
(Grossmann, Jades no publicades)
Amb la presencia de crioprotectors hom
obte una sensible millora en el percentatge de
supervivencia postdescongelacio. De tota
mantra, i malgrat la presencia de crioprotectors,
aquests percentatges es mantenen molt baixos,
inferiors al 30 "/(,. Hom hi apunta dos motius:
1. Les solutions de congelacio habitualment
mes usades presenten temperatures de nucleacio
del gel forca altos, i aixo facilment comporta
I'apariciO de gel intracellular.
2. Les concentracions salines assolides son
inassa altes.
Aixi doncs, solament amb la presencia de
crioprotectors en el medi de congelacio, no
sembla que es puguin aconseguir resultats
acceptables de viabi I itat postdescongelacio. Si
d'aquesta linia en resulta un atzucac, una altra
opci6 de treball es variar el comportament
fisico-quimic dels medis de congelacio amb
els crioprotectors ja incorporats.
Velocitats de refredament
La permanencia de quantitats considera-
bles d'aigua intracellular es la causa de la
formacio de gel intracellular. Taxes lentes de
refredament permeten una adequada
deshidratacio, pero taxes massa lentes de
refredament exposen les cel•lules durant massa
temps als efectes citotoxics dels crioprotectors
i de les elevades concentracions salines i
apareixera, si no s'indueix la formacio de gel,
el fenomen de sobrerefredament.
Taxa de refredament
En comparac16 amb molts altres tipus
cel•lulars, els embrions de mamfferrequereixen
velocitats lentes de refredament. De cara a
obtenir la supervivencia maxima, hom
recomana no sobrepassar taxes d'entre els -0,2
i els -0,5 °C/min a la rampa de refredament des
de -10 °C (es a dir, just despres de la inducc16
de la formacio de gel) fins -60')C (temperatura
a partir de la qual ja no es detecta activitat
proteico-enzimatica de cap mena).
"Seeding "
La induccio de la formacio de gel (seeding)
a temperatures properes als 0 °C evita el feno-
men de sobrerefredament i l'efecte
d'escalfament i refredament rapid quan
s'allibera la calor latent de fusi6. Aquesta
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induccio es duu a terme al voltant dels -7 °C, i
es pot fer manualment o automatica.
La primera manera, senzillament manual,
s'aconsegueix pre-refrcdant unes pinces mig
submergides en N,L, anib la punta de les quals
es toca les parets dell criotubs ode les ampolles.
El front de gel progressa des d'aquest punt
d'induccio fins a abastar tot el volum del
contenidor.
Les altres formes es realitzen it traves de
mecanismes electrics i/o mecanics. Duna
Banda, hi ha un mecanisme que consisteix en
una barra metal•lica que se submergeix en N,L
i un cop freda es fa rotar tins que fa contacte
amb els contenidors on s'had' induirel seeding.
D'altra Banda, nomes hi ha dos sistemes
aptes per a induir la formacio de gel en les
palletes de congelacio. Un es el sistema
d' induccio per contacte amb el N L, consistent
a introduir un fil dins de les palletes tins a la
gota de medi on s' ha d' i nduir el seeding. En el
moment oportu, I'altre extrem del filament se
submergeix en N,L, i el front de gel que es
forma avanca tot al Ilarg del filament fins al
medi contingut en la palleta, on indueix al
formacio de gel.
Hi h tambeel sistemad'induccio mitjancant
les cel•lules de Peltier. Aquestes plaques
metal •Iiques entrenen contacte ambles palletes
de congelacio i durant la congelacio, progra-
mada, en retire el corrent electric, es refreden
per la cara de contacte amb les palletes, mentre
que s'escalfen per I' altra cara. Aixf, igualment
s'aconsegueix generar centres de nucleac16 de
gel en solucions que es podien sobrerefredar.
Velocitats de descongelacio
Contrariament a allo que es cregue
inicialment, avui en dia es coneix que sota
detenninats regims de congelacio lenta els
embrions sobreviuen millor si se'ls sotmet a
una descongelacio rapida.
Quart la rampa de congelacio lenta s'acaba
a l'entorn de -40 °C, els embrions contenen
encara una quantitat d'aigua que es vitritica en
refredar rapidament des de -40 fins a -196 C.
Si la descongelacio es lenta, l' aigua v itrificada
evoluciona a gel intracellular (per efecte de
fenomens de recristal•litzacio) i es produeix un
cstres osmotic per la mateixa presencia del gel
intracellular, amb consequencies Ictals. En
aquests casos, la descongelaci6 consistcix a
treure els contenidors del bane de N,L, dcixar-
los uns segons a temperatura ambient i tot
seguit introduir-los en un hany d'aigua pre-
escalfada a 30 "C, de tal manera que les
velocitats d'escalfament son de 1'ordre dell
350 °C/min.
Oposadament a tot aixo, si la rampa de
congelacio lenta s'acaba al voltant dels -70 "C,
la velocitat optima de descongelaci6 tarnhe Cs
lenta (taxes eetre 4 i 20 °C/min). Hoin apunta
la hipotesi que aquests embrions tan
deshidratants corn a consequencia del llarg
periode de refredament, necessiten for4a temps
per a rehidratar-sc i pernietre l'acoblament de
bell nou de les estructures subcel•lulars.
Ambaquestsregimsdedescongelac16, hone
tambe intenta evitar xocs osmotics. S'ha
observat que, despres d'haver estat exposades
a condicions hipertoniques, moltes cel•lules
queden destruides quan son retornades a
solucions isotoniques (coin succeeix en els
processos de congelaci6/descongelacio).
Aquest fenornen s'explica perque, a baixes
temperatures i corn aconsequenciadelavariaci6
de la penneabilitat de membrana i de les alter
concentracions de soluts, alguns electrolits
extracel-lulars podrien entrar en les cel•lules.
En retornara condicions de baixa concentracio
de sals, es podria produir una entrada massiva
d'aigua a les cel•lules per tal de compensar la
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seva hipertonia, cosa que en definitiva
provocaria I'explosio cellular.
Diluciti de crioprotectors
FI crioprotector es menys permeable que
I'aigua, per tint, Ia seva presencia pot crear
problemes osmotics.
Com ja hem esmentat abans, la introduccio
del crioprotector es fa per passos successius si
s'utilitza un crioprotector pot permeable. Si
s'utilitza un crioprotector «rapid», de pes
molecular petit i rapida difusio a traves de la
membrana (p. cx, DMSO, metanol), aquest es
pot introduir d'una sola vegada.
A ladescongelacio, un copfet1'esealfament
de les mostres, es fa necessari extreure el
crioprotector. Igualment tom en el protocol de
la seva introduccio, atenent el grau de
permeabi I itat en membrana, hi hacrioprotectors
queer poden diluiren un sol pas i crioprotectors
que requereixen unabateria de passos de dilucio.
La rao rau en les velocitats d' entrada d' aigua
i de sortida de crioprotectors, car l'aigua entry
molt mes de pressa que no en surt el
crioprotector, de manera que les cel•lules
s'inflen i poden arribar a rebentar
A banda de tot aixo, i per tal d'evitar el rise
d'excessiu inflamentcel•lular, homhaplantejat
els dos protocols seguents (vegeu la fig. 8):
1.Diluci6 perpassos. La probabilitat de lisi
cellular es redueix eliminant el crioprotector
en passos successius, cada cop en solutions
amb concentrations menors de crioprotector, i
deixant un temps en cada pas per que
s'aconsegueixi l'equilibri i esrecuperi el volum
cellular.
Volum
cellular
per passos
t
FlcuRA 8. Evolucio del volum cellular durant el proces de dilucio del crioprotector segons el metode de dilucio.
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2. Adici6 previa de sacarosa . En aquesta
metodologia , molt emprada en protocols de
congelaci6 /descongelaci6 d'oocits i d'cm-
brions , la sacarosa s'utilitza per it deshidratar
les ccl•lules i treure'n el crioprotector. A
Conti nuaci6 es va diluint la sacarosa per passos.
Aquest sistema , horn l'utilitza sobretot per
als crioprotectors mes lents, corn es el cas del
PROH I del glicerol.
VITRIFICACIO (quick freezing )
Per tal d'evitar el proces de congelacio
lenta , que requereix aparells costosos i molt de
temps, des de mitjan segle s'intenta aplicar la
vitrilicacio a la criopreservacio de material
biologic. Es tracta d'usar solutions de
congelacio amb concentrations molt altes de
diferents crioprotectors, la qual cosa evita la
cristal • litzacio, perque aquestes solucions tan
denses, en Hoc de cristal • litzar , en refredar-se
esdevenen tan viscoses que formen un solid vitri.
Medis
Les solucions de vitrificaci6 peraembrions
de mamiferes basen en els medis desenvolupats
per Rall i Fanhy ( 18) que a partir del medi PBS
modificat, conformen una barreja de diferents
crioprotectors suficientment concentrada corn
per prevenir la cristal•litzaci6.
En concret , la solucio VS I descrita per Rall
i Fanhy Conte:
- Quantitats equimolars de DMSO i
d'acetamida , ja que algunes amides redueixen
els efectes qufmico-toxics de les solutions
concentradesdeDMSO . Ara be,moltesamides,
i en concret l'acetamida, son agents que sem-
blen tenir un elevat poder cancerigen.
- Propilenglicol , per ]a seva tendencia a
formar gla4.
- Polietilenglicol , corn a solut no permeable
als embrions que incrementa la capacitat
vitrificadora de la soluci6.
[crioprotector ] decreixent
sacarosa ( hipertdnica)
Volum
cel.1uIar
[sacarosa ] decreixent
t
Fuji <n 9. Evolucib del volum cellular durant la dilucio del crioprotector en prescncia de sacarosa.
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FicvR v 10. Protocol de refredament i escalfament durant el proces de vitrificacio
Protocol
Els embrions se suspenen en 90 % de VS I
i s'hi mantenen durant 10 min per al seu
equilibri ( vegeu la fig . 10). Les cel-Jules, un
cop deshidratades , es refreden molt rapidarnent
(la taxa de refredarnent ha d'esser superior als
2(X) "C/min), be per subrnersio directa en N,L,
be per refredament en vaporde N ,Lpreviament
a la immersio.
Despres del periode d' emmagatzematge,
I'escalfament tambe ha d'esser rapid (taxa
d'escalfament tambe superior als 2(X)°C/min),
de cara a prevenir efectes letals corn el de ]a
recristal - litzacio entre - I (X) "C i -25 "C Aixo es
concreta en : escalfar les mostres en un bany a
4')C 1 no sobrepassar aquesta ternperatura fins
25%
que no s'hagi diluit com a minim un 25 % de la
solucio VS 1. En un intent de reduir un excessiu
estres osmotic, a partir d'aqui el crioprotector
es treu segons dos protocols diferents:
a) dilucio esglaonada i en multiples passos
de la solucio VS 1;
h) diluciodirectaen un medi PB I amb altes
concentracions de sacarosa (7).
La vitrificacio proporciona un protocol
senzill , curt i sense necessitatd' induirla formacio
de gel, en e] que la taxa de refredament/escal-
fament no to una importancia excessiva.
El punt clau del proces de vitrificacio es
I'equilibrament de les cel•lules amb la solucio
de congelacio, de cara a obtenir cel•lules amb
Ilur citoplasma deshidratat i concentrat (capac
de vitrificar) pero sense collapse. Els punts
I08 11. (;ROSSh1.1VX/.1 S;1,%/,11.0
critics de la vitrificaci6 son un excessiu estres
osmotic durant els passos d'equilibri i dilucio
dels rnedis de congelacio i la mort per toxicitat
quimicaacausadeleselevadesconcentracions
dell crioprotectors si s'allarga el temps
d'exposici6 de les cellules a les solutions de
vitrificacio.
Malgratalgunsbons resultatsenlaviabilitat
embrionaria posteriora la vitrificacio, semblen
existir certes reticencies a utilitzar-lo. Per
exemple, tot i obtenir embrions aparentment
viables postvitrificacio, el percentatge
d'implantacions en l'especie hurnana es molt
baix. Recentement,I'equipdeFeichtinger(4),
han aconseguit un 9,8 % d'embarassos a partir
d'embrions congelats usant el metode de
congelacio ultrarapidadescritperTrouson I'any
1987 (21). D'aquests embarassos ja han nascut
cinc nadons sans. Aquesta taxi es similar a la
que s'obte amb la congelacio lenta i usant
PROH corn a crioprotector, encara que aquesta
nova tecnica es mes scnillla 1 rapllda.
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